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(57) Abstract 



VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG KOMPLEXER MULTIENZYMATISCHER LAGERSTABILER REACTION 
SGEMISCHE UND DEREN VERWENDUNG 



The invention describes a method and its use for producing complex muJtienzymatical, storage resistant reaction mixtures for 
synthesising, modifying or analysing polypeptides and optionally nucleic acids characterised in that native or artificial enzymatic al, active 
protein mixtures with reaction buffers, cofactors and substrates are prepared so that they are ready for use and are storage resistant such 
that only user-specific key components (e.g. mRNS) are missing to start the desired enzymatkal reaction (s). In the method a stabiliser is 
added to the reaction mixtures in the solution which, on the one hand, increases the reacting capacity of the multienzymatical systems and, 
on the other hand, protects the unstable reaction components from losing their biological activity or their biologically active structure whilst 
being made storage resistant and during storage. The reaction mixture is made storage resistant by being easily freeze dried under a vacuum 
and then durably stored at 4-10 9 C (refrigerator temperature). Before use the user has to simply reconstitute the ready prepared reaction 
mixture by adding the original volume of HjO and start the desired enzymatical reaction^) by adding the user-specific components). 

(57) Zusammenfiassung 

Es wird ein Verfahren und dessen Verwendung beschrieben zur Hers td lung komplexer multienryrnatischer iagerstabilcr Reactions- 
gemische fttr die Syn these, Modifizierung oder Analyse von Polypeptiden und gegebenenfalls NuklcinsAurcn, das dadurch gekennzeichnet 
ist, dafl a) native oder aitifizielle enzymatisch aktive Proteingemische mit ReaktionspufTem, Kofaktoren und Substraten anwendungsfertig 
lagerstabil aufbereitet werden, wobei lediglich anwenderspezifische SchlOsselkomponenten (z.B. mRNS) for den Start der gewtmschten 
enzymatischen Reaktion(cn) fehlen, indem den Reaktionsgemischen in Losung ein Stabilisierungsmltte) belgemengt wird, welches einer- 
seits die Reaktionsfflhigkeit des multtenzymatischen Systems erhoht und andererseits die instabilen Reaktionskomponenten vor dem Verlust 
ihrer biologischen Aktivi&t bzw. ihrer biologisch akdven Stxuktur wihrend der Lagerstabllmachung und Lagerung schotzt; b) die Reak- 
tionsgemische durch einfache Gefriertrocknung unter Vakuum lagerstabil gemacht werden und dann bei 4-10 *C (Kuhlschranktemperatur) 
dauemaft gelagert werden kfanen; c) der Anwender die anwendungsfertigen Reaktt'onsgemiscne vor dem Gebrauch ledtglich durch die 
Zugabe des Unprungvolumens HjO rekonstituiert und die gewunschten enzymatischen Reaktion(en) durch die Zugabe des oder der anwen- 
derspezifischen SchlOsselkomponenten startet. 
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Verfahren zur Herstellung koroploxor nrultieazymat lecher lager- 
Btobilor Reaktionsgemische und deren Verwendung 

Beschreibung: 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
komplexer multienzymatischer stabilisierter Reaktionsgemische 
aus nativen und gegebenenf alls artif iziellen enzymatisch 
aktiven Proteingemischen, die anwendungsf ertig komplettiert 
sind und ohne Aktivit&tsverlust bei Kiihlschranktemperatur (0°- 
10°C) gelagert und transportiert werden konnen, sowie deren 
Verwendung fiir die Synthese, Modif izierung oder Analyse von 
Polypeptiden und NukleinsSuren . 

Die Verwendung von komplexen Reaktionssystemen aus 
Zellextrakten oder Enzymgemischen zur Untersuchung 
biochemischer Reaktionsablauf e spiel t eine immer wichtigere 
Rolle in der modernen Biologie und zunehmend auch in der 
medizinischen Diagnostik. 

Probleme der Synthese, Faltung, der postranslationalen Reifung 
und des intrazellularen Targetings von Proteinen werden seit 
langem mit Hilfe von zellfreien Extrakten oder Lysaten 
untersucht, die den kompletten ribosomalen Apparat far die 
Proteinbiosynthese enthalten. Neben Anwendungen aus der 
Grundlagenforschung gewinnen multienzymatische 

Reaktionsgemische filr die zellfreie Proteinbiosynthese (in- 
vitro Translation) zunehmend Bedeutung fiir die Losung 
prSparativ-synthetischer Zielstellungen. Die in~vitro 
Translation wurde au&erdem zur Synthese von Proteinteilstucken 
zur Kartierung von immunodominaten Epitopen, katalytischen 
Zentren oder Substratbindungstellen eingesetzt. Seit der 
EinfOhrung des sogenannten Protein-Truncation-Assay (PTU) zur 
Detektion von relevanten Genmutationen besteht ein wachsender 
Bedarf in der Tumordiagnostik an einfach zu handhabenen, 
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standardisierten und anwendungf ertigen Reaktionsgemischen flir 
die in-vitro Translation von synthetischer , Ober RT-PCR 
hergestellte, mRNS. 

Auch bei anderen analytisch-molekularbiologischen Methoden, wie 
der Polymerasekettenreaktion (PCR), der DNS-Seguenzierung und 
in-vitro RNS-Synthese [in-vitro Transkription) zeichnet sich 
ein Trend ab, klassische Einzelenzymassays durch 
multienztymatische Reaktionssysteme zu ersetzen. Die 
Kombination von mehreren Enzymen und Kofaktoren mit 
spezialisierten Funktionen erhaht die Prozessivitat und 
veringert die Mutationsrate von DNS- und RNS-Polymerasen in- 
vitro. Im Ergebnis k6nnen wesentlich langere DNS-Fragmente (>10 
kb) amplif iziert werden als mit nur einem Enzym. Die 
Synthesegenauigkeit und Produktausbeute sind hoher, die 
Fehlsynthese unspezif ischer Nebenprodukte wird besser 
unterdriickt. Zu den Enzymen und Proteinfaktoren, die in der PCR 
als multienzymatisches Reaktionssystem kombiniert werden, 
gehoren inorganische Pyrophosphatase, DNS-Bindungsproteine, 
Polymerase-spezif ische Antikarper und DNA Polymerasen mit 
verschiedenen Exonukleaseaktivitaten, 

Beim gegenwartigen Stand der Technik ist die Anwendung 
multienzymatischer Reaktionsgemische mit einer Reihe von 
Nachteilen beziiglich Handhabung, Reproduzierbarkeit und 
Lagerstabilitat verbunden, welche die die Nutzung von 
multienzymatischen Reaktionsgemischen fiir die Protein- und DNS- 
Synthese in der angewandten Forschung und Diagnostik verzogern. 

Der entscheidende Nachteil von multienzymatischen 
Reaktionssystemen gegentiber Einzelenzymassays besteht in der 
komlipizierten Handhabung und der eingeschrankten bzw. nicht 
vorhandenen Lagerstabilitat. Komplette Reaktionsgemische mit 
alien Enzymen, Substraten und Kofaktoren sind als wagrige 
Ldsungen weder bei Raumtemperatur noch im gefrorenen Zustand 
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Ober l&ngere Zeit stabil. Das ergibt sich aus der Tatsache, dafc 
die Bedingungen (pH-Wert, lonenst&rke, Konzentrationen der 
Enzyme und des Stabilisierungsmittels, Art der Salze), die 
optimal far die DurchfOhrung der biochemischen Reaktion sind, 
von denen abweichen, die far die Konservierung und dauerhafte 
Stabil isierung der Enzymkomponenten und Kofaktoren notwendig 
sind (Franks. F. (1989) Process Biochent. 24 (1), R3-R7). 
Bei multienzymatischen Reaktionsgemischen kommt das Problem 
hinzu, dafi die einzelnen Komponenten der Zellextrakte oder 
Enzymgemische, je nachdem, ob es sich urn losliche Enzyme, 
f ibrillcire Strukturproteine, membranassoziierte Enzymkomplexe 
oder Nukleoproteine handelt, unterschiedliche Anf orderungen an 
das Stabil is ierungsmedium und die Lagerbedingungen stellen. In 
den meisten Fallen lassen sich die verschiedenen Anf orderungen 
nicht miteinander vereinbaren. Deshalb werden kommerzielle 
Reaktionssysteme far die in-vitro Translation, Transkription, 
PCR oder DNS-Seguenzierung in Form von Kits angeboten, in denen 
die Komponenten einzeln bereitgestellt werden. Wie das folgende 
Beispiel eines Reaktionsgemisches fur die in-vitro Translation 
zeigt, mUssen die verschiedenen Komponenten des Kits getrennt 
bei unterschiedlichen Bedingungen gelagert werden. 



Komponenten des 
Reaktionsgemisches 


Konzent rat ions f 
aktor 


Lagerteznperatur 


1. Mastermix (HEPES-KOH, ATP, 
GTP, DTT, tRNS, Speridin, 
Kreat inphosphat ) 


12. 5X 


-20<>C 


2. AminosSuremix (2.5 mM von 
jeder AminosSure) 


5 OX 


-20°C 


3 . Kreatinkinase 


25X 


4°C 


4. RNase Inhibitor 




-20°C 


5. Zellextrakt/lysat 


3X 


-80°C 
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(zellfreies Extrakt, K- 
Azetat, Mg-Azetat, HEPES- 
KOH, DTT) 






6. Translationspuf f er (K- 
Acetat/Mg-Azetat) 


25X 


-20°C 



Dem Anwender obliegt es, jedesmal vor Versuchsbeginn den 
Reaktionsansatz aus den Einzelkomponenten zusammenzumischen. 
Dieser Arbeitsschritt ist f ehleranf &llig und lafit sich schwer 
automatisieren. Der Zeitaufwand potenziert sich mit der Anzahl 
der parallelen Reaktionen. Unter diesen Vorausetzungen ninunt 
die Versuchsvorbereitung oft mehr Zeit in Anspruch als die 
eigentliche Versuchsdurchf uhrung . 

Aufgrund der verschiedenen Temperaturanforderungen (4°C, -20°C 
und -80°C) ist der technische Aufwand fiir die Lagerung und 
Transport der Ausgangskomponenten ~ enx^preehfend'"™^ 
Versendung eines Kits f\lr die in-vitro Translation muS in 
Trockeneis erfolgen, urn ein Auftauen des Zellextraktes zu 
vermeiden. 

Die empfindlichste und. zugleich wichtigste Komponente von in- 
vitro Translationsassays ist das Zellextrakt mit den 
makromolekularen Nukleoproteinkomplexen fiir die ribosomale 
Proteinsynthese. Der komplexe biochemische Reaktionsablauf der 
RNS-gesteuerten Proteinsynthese erfordert die kooperative 
Wechselwirkung einer Vielzahl von Enzymen, Enzymkomplexen und 
Strukturproteinen mit unterschiedlicher Struktur und 
StabilitSt. Anders als in den Zellen, wo die makromolaren 
Pro t ein komplexe des ribosomalen Translationsapparates (iber die 
Interaktion mit den Filamenten des Zytoskellettes stabilisiert 
werden, enthalten die zellfreien Extrakte und Lysate kein 
intaktes Zytoskellett mehr. Frei in L6sung dissoziieren die 
makromolekularen Komplexe leicht und verlieren dadurch ihre 
ReaktionsfShigkeit . 
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Bisher ist die einzig zuverlassige Methode fur die 
Konservierung von loslichen biologisch aktiven Zellextrakten 
die Lagerung im tief gef rorenen Zustand bei -80°/-120°C. Damit 
sind eine Reihe von Problemen und Nachteilen verbunden. Beim 
Einfrieren verlieren Zellextrakte bzw. Lysate aus Weizenkeimen, 
Retikulozyten oder Bakterienzellen einen Teii ihrere 
ur sprang lichen enzymatischen Aktivitat, da durch die Bildung 
von Wasserkristallen viele Proteine irreversibel geschadigt 
werden. Mehrf aches Einfrieren und Auftauen flir nachfolgende 
Versuche fiihrc bei zellfreien Lysaten aus E. coli und 
Retikulozyten zum fast vollst&ndigen Verlust der 
Translationaktivitat . Bei Weizenkeimextrakten betrSgt der 
Aktivitatsverlust etwa 20-40% nach jedem ■ Auftauen und 
Einfrieren. 

Die Instabilit&t von zellfreien Extrakten gegenuber 
wiederholtem Einfrieren und Auftauen zwingt den Anwender zu 
einem unwirtschaf tlichen Verbrauch. Um reproduzierbare 
Versuchsergebnisse zu erzielen, darf jede Charge des 
translationsaktiven Zellextraktes nur einmal aufgetaut werden. 
Eine denkbare Alternative ware die Lagerung kompletter 
anwendungsf ertig zusammengestellter Reaktionsgemische im 
tief gef rorenem Zustand bei -80°C. Tests mit Translationsassays 
auf der Basis von Weizenkeimextrakten zeigten, daS bereits ein 
einmal iges Einfrieren und einwSchige Lagerung bei -80°C zu 
einem Verlust von 60% der Translationsaktivitat im Vergleich 
zur frisch angestzten Kontrollreaktion filhrt. 

Konzentrierte zellfreie Proteinextrakte sind somit 
verhaitnismaSig lagerstabil bei Tief st tempera tur en, 
Reaktionsgemische mit entsprechend verdiinnten Zellextrakten 
sind es nicht. Ein entscheidender Faktor dafiir ist die hohe 
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Proteinkonzentration in unverdOnnten Zellexrrakten, die 
stabilisierend wirkt. 

Ahnlich verhait sich die Stabilitatsproblematik bei 
Reaktionsgemischen ftir die PCR, in-vitro Transkription und DNS- 
Sequenzierung. Das Einfrieren selbst in konzentrierten wa&rigen 
Losungen deaktiviert DNS- und RNS-Polyinerasen vollstSndig, so 
dag diese nur in Gegenwart hochkonzentrierter Kryoprotektoren 
lagerstabil bei -20°C sind. Das tiblicherweise als 

Kryoprotekcor verwendete Glycerin (50%) und andere {DMSO, 
Polyethylenglycol) beeintr&chtigen in hohen Konzentrationen die 
PCR (Primer- Annealing) und in-vitro Transkription (Crowe, L. M. 
and J. H. Crowe, Dev. Biol. Stand. 74, 285-294)). Bei 
Glycerinkonzentrationen <50% sinkt die Lagerstabilitat der 
Enzyme bei -20°C. 

Seit dem Erscheinen der ersten Verdf f entlichungen die 
Preparation zellfreier Extrakte far die in-vitro Translation 
Mitte der 70-iger Jahre hat sich wenig an der Methode zur 
Herstellung und stabilen Lagerung geandert. Eine Alternative 
zum beschriebenen Stand der Technik ware die Lagers tabilmachung 
durch Gef riertrocknung. Diese Methode wurde erfolgreich zur 
Stabilisierung . von • Liposomen und Membranf raktionen, 
Einzelenzympraparaten oder von Teilreaktionsgemischen ohne 
Enzymkomponente angewendet, wobei spezielle Zucker oder Polyole 
in Kombination mit bivalenten Metallionen oder Tensiden die 
Denaturierung der Biomolekule durch Wasserverlust verhinderten 
bzw . einschrSnkten . 

Als besonders geeignet fur die Lagers tabilmachung von 
Enzympraparaten erwies sich der Zucker Trehalose in [Combination 
mit bekannten Kryoprotektoren wie PEG oder DMSO (19,9,10). 
Dieser Zucker ist ein natUrliches Stof fwechselprodukt vieler 
Pflanzen, Insekten und Mikroorganismen, das unter bestimmten 
Stressbedingungen (Hi tzeschock , Dehydr ierung , radioaktive 
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Strahlung) intrazellulSr angereichert wird und das Uberleben 
dieser Organismen sichert. 



Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende technische 
Problem ist die Bereitstellung eines Herstellungsverfahrens, 
das die Nachteile des Standes der Technik bezUglich der 
Reaktionsf&higkeit , Lagerstabilitat , des Transportes sowie der 
anwendungsfertigen Aufbereitung von komplexen multi- 
enzymatischen Reaktionsgemischen fUr die Durchfahrung 
biochemischer Reaktionsabl&ufe vermeidet. Insbesondere soli das 
Verfahren zu Produkten fQhren, bei denen auf eine Tiefkiihlung 
der zu lagernden und zu transportierenden Reaktionsgemische 
verzichtet werden kann, sowie durch die Bereitstellung 
anwendungsfertiger, d.h. mit alien Reaktionskomponenten 
versehenden, Reaktionsgemische den experimentellen Auf wand fiir 
den Anwender erheblich reduzieren und die Reproduzierbarkeit 
erhdhen . 

Die Aufgabe wird erf indungsgem&fc durch die Anspruche 1 und 9 
gelost. Die Unteranspriiche betreffen spezielle 

Ausf uhrungsf ormen . 

Das erf indungsgemafce Verfahren ist gekennzeichnet dadurch, da£ 
native oder artifizielle enzymatisch aktive Proteingemische mit 
den Reaktionskomponenten und einem Stabilisierungsmittel, 
welches einerseits die Reaktionsf ahigkeit des 

multienzymatischen Systems erh6ht und welches andererseits die 
instabilen Reaktionskomponenten vor dem Verlust ihrer 
biologischen Aktivit&t bzw. ihrer biologisch aktiven Struktur 
wahrend der Lager stabilmachung und Lagerung schtttzt, in 
wa&riger Losung kombiniert werden. AanschlieSend werden sie 
durch Gefriertrocknung in einen bei 0°-10°C lagerstabilen 
Zustand UberfQhrt, wobei die Menge des Stabilisierungsmittels, 
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die zur Erhohung der enzymatischen Aktivitat des 
Reaktionsgemisches fuhrt, equivalent zu der Menge ist, die fur 
die Lagers tabilmachung des komplexen multienzymatischen 
Reaktionsgemisches bendtigt wird. 

Als native enzymatisch akive Proteingemische Zellextrakte, 
Zellysate Oder Fraktionen aus diesen eingesetzt. 

Als artifizielle enzymatisch aktive Proteingemische wird eine 
Kombination aus vorgereinigten Einzelenzymen, Cofaktoren und 
gegegenfalls Strukturproteinen eingesetzt, die gegebenenfalls 
verschiedener Herkunft sind. 

Reaktionskomponenten gemaE der Erfindung sind enzymatische und 
nichtenzyraatische Kofaktoren. Enzymsubstrate, Nucleotide und 
Nukleoside oder deren Oligomere, Proteiene, Preptide, 
Thiolverbindungen, RNS, DNS und gegebenfalls Derivate jeder der 
obigen Substanzen einzeln oder in Kombination. 

Als Stabilisierungsmittel wird vorzugsweise ein Zucker 
verwendet, der bei einer Konzentration von 8-12% (M/Vol) in 
waSriger Losung im anwendungsf ertigen Reaktionsgemisch optimale 
Bedingungen fur die Stabilisierung der labilen 
Reaktionskomponenten erzeugt und aufierdem die maximale 
spezifische Produktausbeute der multienzymatischen 

Reaktionsgeische wahrend der Synthese gewShrleistet , 
vorzugsweise handelt es sich urn Trehalose. 

Gegebenenfalls wird eine Vakuumtrocknung der multienzymatischen 
Reaktionsgemische bei Raumtemperatur in einer handelsviblichen 
Lyophilisationsanlage in einer Zeitspanne von 3-4 Stunden 
durchgefOhrt, wobei die Reaktionsgemische gegebenenfalls 
unmittelbar vor der Vakuumtrocknung in fliissigem Stickstoff 
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oder gegebenfalls in einem Trockeneis/Alkoholbad eingefroren 
werden . 



Das erf indungsgemaEe Verfahren betrifft bevorzugt 
multienzymatische Reaktionsgemische fUr die in-vitro 
Translation in Weizenkeimextrakten und PGR. 50pl- 
Reaktionsgemische wurden nach dem erf indungsgem&fien Vefahren 
(Ausf Uhrungsbeispiel 1) angesetzt und gef riergetrocknet . Nach 
verschiedenen Lagerfristen wurden die getrockneten 
Reaktionsgemische in Wasser unter Zugabe der entsprechenden 
mRNA und gegebenfalls einer radioaktiv markierten Aminosaure 
rekonstituiert . Die Reaktionsf Shigkeit der so behandelten und 
gelagerten Reaktionsgemische wurde mittels Translation 
verschiedener mRNS nachgewiesen: Dehydof olatreduktase ( DHFR , 
17.5 kD) und Obelin (20 kD) . Der quantitative Nachweis des 
Translationsproduktes erfolgte liber die Messung des TCA- 
gefailten radioaktiv markierten Proteins aus S\xl des 
Reaktionsansatzes, oder durch Bestinunung der enzymatischen 
Aktivitat der DHFR in 10 pi des Reaktionsansatzes nach 2 
Stunden Inkubation bei 25°C. Der qualitative Nachweis des 
Translationsproduktes erfolgte mittels Gelelektrophorese im 
SDS-PAG und anschlieSender Radioautographie. Die 
Translationsausbeute in den rekonstituierten 

gef riergetrockneten Reaktionsgemischen wurde mit jeweils mit 
der Produktausbeute in unbehandelten Reaktionsansatzen mit und 
ohne Trehalose verglichen, urn die Effektivitat der 
Lagers tabilmachung zu bestimmen. Die Translationaktivit&t der 
rekonstituierten Reaktionsgemische nach 1-3 Monate Lagerung bei 
4°C schwankte zwischen 92-100°C im Vergleich zur Aktivitat in 
den den unbehandelten Kontrollreaktion mit 10% Trehalose (Abb. 
6) . 
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Die Reaktionsf &higkeit rekonstituierter gef riergetrockneter 
PCR-Reaktionsgemische mit einem artif iziellen Enzymgemisch 
wurde in einem RAPD-PCR-Assay tiberprttft. Das artif izieile 
Enzymgemisch fvir die PCR bestand aus der Tag~DNS-Polymerase, 
der Deep-Vent©-DNS-Polymerase und der inorganischen Tth- 
Pyrophosphatase im Mischungsverh&ltnis 10:1:0,2 (Einheiten) . 

Das erf indungsgemSL&e Verfahren ermoglicht so die 
anwendungsf ertige Aufbereitung von nativen and artif iziellen 
enzymatisch aktiven Proteingemischen mit Reaktionspuf fern, 
Kofaktoren und Subs tra ten in dem : 

• den Reaktionsgemischen in waEriger Ldsung ein 
Stabilisierungsmittel zugefiihrt wird, welches einerseits die 
Reaktionsfahigkeit des multienzymatischen Systems verbessert 
und andererseits die labilen Reaktionskomponenten vor dem 
Verlust ihrer Aktivit&t bzw. ihr biologisch aktiven Struktur 
wShrend der Lagerstabilmachung schtttzt, 

• diese nach. Einfrieren in fltissigem Stickstoff 
vakuumgetrocknet werden, 

• ggf . eine Uberschichtung mit inertem Gas erfolgt. 

Die so erhaltenen lagers tabilen Reaktionsgemische werden 
erf indungsgemfiE nach Rekonstituierung in Wasser (Milli-Q- 
Qualitat) durch ZufOhrung von anwenderspezif ischen 
Schliisselkomponenten je nach gewiinschter enzymatischer Reaktion 
fUr die Synthese, Modi fikat ion oder Ananlyse von Proteinen, 
Polypetiden oder Nukleins^uren verwendet . 

Die erf indungsgemafc hergestellten Reaktionsgemische haben den 
Vorteil, daft sie bei 0°-10°C stabil gelagert und transportiert 
werden kdnnen. Dadurch entfallt der technisch hohe Aufwand filr 
Anschaffung und Unterhaltung einer Tief kiihlanlage, wie sie nach 
herkommlichen Stand der Technik notwendig ist. Ein zweiter 
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Vorteil besteht darin, daE die Reaktionsgemische 
anwendungsf ertig mit alien notwendigen Komponenten aufbereitet 
sind, so da£ der Anwender die gewiinschte Reaktion nur durch die 
Zugabe einer, oder maximal zweier SchlOsselkomponenten starten 
kann. Das hebt die Nachteile des Standes der Technik auf 
beztiglich: 

• der simultanen Durchfuhrung einer groSen Zahl von 
Parallelversuchen (Epitopkartierung) , 

• der Reproduzierbartkeit von parallelen und 
auf einanderfolgenden Enzymreaktionen 

• des minimalen Zeitaufwandes for die Versuchsvorbereitung, 

• der Fehleranf alligkeit des Vorbereitens komplexer 
Reaktionsgemische 

• der Automatisierung komplexer biochemischer Reaktionsablauf e 
im analytischen Mafcstab. 

Die vorliegende Erfindung basiert auf der Entdeckung, da£ 
Trehalose neben seiner bekannten Schutzwirkung bei Dehydrierung 
die spezifische Produktausbeute in der in-vitro Translation mit 
Weizemkeimextrakten und PCR erh6ht. In unbehandelten, d.h. 
frisch angesetzten, Translationsreaktionen steigt die 
spezifische Produktausbeute (synthetisiertes Protein pro 
eingesetzte mRNA) im Vergleich zu Reaktionsansatzen ohne 
Trehalose in Abhangigkeit von der Trehalosekonzentration. Die 
maximale Produkausbeute wird bei 10% w/v erzielt (Abb. 1) . 

Der * Enhancer ' -Effekt der Trehalose in wafcriger Losung konnte 
far eine Reihe von Modellproteinen und verschiedenen 
Weizenkeimextrakten validiert werden (Abb. 2a und 2b), so daft 
es sich urn ein produktunabhangiges universielles Phanomen 
handel t . 



WO 98/02532 PCT/DE96/01288 

-/A 

Die neu entdeckte Wirkung ist eine unikale Eigenschaft der 
Trehalose. Alle anderen untersuchten Hilfsstoffe, die nach dem 
Stand der Technik ebenso wie Trehalose als effektive 
Kryoprotktoren bzw. Stabilisatoren far die Vakuumtrockung 
verwendet werden, inhibieren die in-vitro Translation im 
Konzentrationsbereich, der far die Lagers tabilmachung nocwendig 
ist (Abb. 3) . 

Es stellte sich auSerdem heraus, da£ die optimale 
Trehalosekonzentration far die Lagers tabilmachung durch Ge- 
friertrockung dem Konzentrationsoptimum in der 

Trans la tionsreakt ion in wSfiriger Losung entspricht 
(Abb. 4) . 

Auch in PCR-Anwendungen wurde ein * Enhancer ' -Effekt der 
Trehalose entdeckt. Ahnlich wie bei der in. vitro Translation 
erhGht sich die Ausbeute des (der) spezifischen Araplifikate mit 
steigender Trehalosekonzentration, wShrend die Amplif ikation 
unspezif ischer DNS-Fragmente unterdrackt wird (Abb. 5a/5b) , 

Besonders drastisch ist der Trehalose-Ef f ekt in waSriger Losung 
bei der Amplif ikation von DNS -Fragment en > lOkb in Tris-HCl- 
Reaktionspuf fern, wo ohne Trehalose kein spezifisches Produkt 
amplif iziert wird (Abb. 5c) . 

Demnach unterscheidet sich die vorliegende Erfindung vom Stand 
der Technik zur Verwendung von Trehalose als Stabilisator in 
zwei wesentlichen Punkten. Erstens, konnen mit dem 
erf indungsgemaSen Verfahren uberraschend komplette, 
multienzymatische und anwendungsfertige Reaktionsgemische mit 
meheren labilen Proteinkomponenten und nicht Einzelenzyme bzw. 
Teilreaktionsgemische ohne Enzym lagers tabil und ohne 
Aktivit&tsverlust hergestellt werden. Zweitens, sind unter 
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Anwendung des neu entdeckten 'Enhancer ' -Ef f ektes der Trehalose 
die Bedingungen im erf indungsgemafien Verfahren so optimiert, 
daS Trehalose als einziger Hilfsstoff eine ausreichende 
(Langzeit-) Lagerstabilit&t gewahrleistet und gleichzeitig die 
Aktivitat der rekonsti tuierten multienzymatischen 

Reaktionsgmische erh6ht. Im Ergebnis der Anwendung des 
erf indungsgemafien Verfahrens ist die Reaktionsf ahigkeit 
rekonstituierter Reaktionsgemische h&her als bei bei 
unbehandelten, 'frischen' Reaktionsans&tzen ohne Stabilisator . 
Drittens, die lyophilisierten Reaktionsgemische sind im 
Gegensatz zu bekannten Verfahren nur im Tempera turbereich 
zwischen 0°-10°C lagerstabil fur mindestens 6 Monate ohne 
Aktivit&tsverlust . Eine Lagerung bei Temperaturen >15°C und 
<0°C fiihrt zum vollstandigen Aktivitatsverluast innerhalb 1 
Monats . 



Die Erfindung soil nachstehend an zwei Beispielen erlautert 
werden . 

1. Ausfuhrungsbeispiel: 

Herstellung eines lagerstabilen trans lationsaktiven 

Reaktionsgemisches auf der Basis von Weizenkeimextrakt unter 
Vervendung des Stabllisators Trehalose 

a) Herstellung des anwendung sf ertigen Reaktionsgemisches aus 
den Einzelkomponenten 

Das Reaktionsgemisch wird auf Eis (0°-4°C) in einem sterilen 
2 . Oml-Mikrozentrifugengef&£ (Schraubdeckel mit Gummidichtung 
und flacher Boden sind wichtig I ) aus folgenden 
Einzelkomponenten zusammenpipettiert : 
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Reih 




Volumina 


ea- 






folg 






e 






j- * 




13 ul 




AnLinosMurenLLx (2 5 mM von i eder 
der 20 AminosMuren ) 


2 ul 




NARfcufniv f 11 2 rnM HFPF9-KOH r>H 
7 6 12 5mM ATP/ 1.2 5mM GTP, lOOraM 
Kreatinphosphat , 625ug/ml yeast 
tRNA, 3.125mM Spermidin, 25mM DTT) 


4 ul 


4. 


Kreatinphosphokinase 1.4 tug /ml 


2 yl 


5. 


1M Kalium-Acetat 


2pl 


6. 


25mM Mg-Acetat 


lul 


7. 


50% Trehalose 


10 ul 


8* 




Weizenkeimextrakt (90-100 OD u J 


16 pi 



Die Komponenten im ReaktionsgefaS vorsichtig durchmischen 
(nicht vortexen) . Das Volumen des fertigen Reaktionsansatzes 
vor der Lagers tabilmachung betragt 50 ul • Fur 25- oder lOOul- 
AnsStze mussen die Volumina der Einzelkomponenten porportional 
geandert werden. 

b) Lager b tabilmachung der Trans 1 at i one gemische durch 
Gef riertrocknung (Lyopbiliaation) 

Die offenen 2.0 ml Reaktionsgefa&e mit den 
Trans la tionsgemischen werden unmittelbar nach der Durchmischung 
in fliissigen Stickstoff schockgef roren (-120°C) und fur 5 
Minuten im fliissigen Stickststoff inkubiert. Danach werden die 
gefrorenen Reaktionsgemische so schnell wie mbglich in eine 
Lyophilisationskammer xiberfuhrt, die an eine handelsubliche 
Vakuum-Olpumpe angeschlossen ist. Die Vakuumpumpe muS bereits 
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30-60 Minuten Vorlauf haben. damit sofort nach Offnen des 
Ventils ein starkes Vakuum im der Lyophilisationskammer 
aufgebaut wird. Im Labor der Erfinder wurde eine 
Lyophilisationsanlage von Heto-Lab benutzt. Die 
Reaktionsgemische werden 3-4 Stunden bei Raumtemperatur (20- 
30°C) lyophilisiert . Nach Beendigung der Lyophilisation wird 
die Vakuumkammer vorsichtig mit der Umgebungsluf t oder 
gegebenenfalls mit einem inerten Gas beluftet. Der Lufteinlafc 
ist mit einem Sterilfilter zu versehen, urn eine mikrobielle 
Kontamination der lyophilisierten Reaktionsgemische zu 
verhindern. Danach werden die Reaktionsgef &Se unter sterilen 
Bedingungen luftdicht mit den Schraubdeckeln verschlossen und 
zusStzlich mit Parafilm versiegelt. Gegebenfalls konnen als 
Gefa&e flir die Gefriertrocknung auch Glasampullen verwendet 
werden, die dann entsprechend zugeschmolzen werden. 
In diesem Zustand werden die lyophilisierten Reaktionsgemische 
lichtgeschiitzt im Kuhlschrank bei 0-4°C gelagert. 

c) Rekonstituierung und in-vitro Translation 

Die lyophilisierten Reaktionsgemische werden auf Eis gestellt 
und in 48 pi Milli-Q-HjO aufgelost. Die getrockneten Riickst&nde 
losen sich sofort in Wasser auf. Danach erfolgt die Zufgabe von 
2 pi mRNS-L5sung (0 . 5-2ug/ul ) . Durch vorsichtiges Auf- und 
Abpipettieren wird der Reaktionsansatz durchmischt . Der 
rekonstituierte Reaktionsansatz wird fur die in-vitro 
Translation fur 2-3 Stunden bei 25°C inkubiert. Im Falle einer 
radioaktiven Markierung des Translationproduktes rait L-[ M C)- 
Leucin (oder M S-Methionin) erfolgt di Rekonstituierung in 44pl 
Milli-Q-H.,0, 2 ul mRNA und 4ul Leucin-Losung . Nach der 
angebenen Inkubationszeit wird die Menge des 
Translationproduktes in 5 bzw. lOul des Reaktionsansatzes 
bestimmt. Die Bestimmung erfolgt entweder enzymatisch (DHFR- 
Enzymaktivitat) oder iiber die Messung der s&urefailbaren 
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Readioaktivitat (in cpm) im ScintillationsmefcgerSt nach 
Standardprozeduren . 

2. Ausfuhrungsbeispielj 

Herstellung eines lagerstabilen Reaktionsgemisches fur Long- 
Range und RAPD-PCR auf dor Basis eines Enzynuixes aus Taq-DNA- 
Polymerase, Pfu-DNX-Polymerase und inorganischer 

Pyrophosphatase von rherraus thermaphilus 

a) Herstellung des anwendungsfertigen Reaktionsgemisches aus 
den Einzelkomponenten 

Das Reaktionsgemisch wird auf Eis (0°-4°C) in einem sterilen 
0.5 ml-passend fur den entsprechenden Thermocycler) aus 
folgenden Einzelkomponenten zusanunenpipettiert : 



Reih 
en- 
folg 
e 


Rggpoaoentan uwi Zusamnsnsetzung 


Volumina 


1. 


MilliQ-H t O 


30 pi 


2. 


10X Reaktionspuf fer (500mM 
Tricine-KOH pH 9.2, 160mM 
<NH 4 ),SG 4 , 0.1% Tween 20) 


5ul 


3. 


5 OX dNTP-Mix (12.5mM dATP, dGTP, 
dCTP, dTTP) 


1 ul 


4. 


50 mM MgCl, 


1.5 pi 


5. 


Forward Primer (10 pmol/ul) 




6. 


Reverse Primer (10 pmol/ul) 


lpl 


7. 


50% Trehalose. 


10 pi 


8. 


Gelatine (20mg/ml) 


0.5 pi 



Die Komponenten im Reaktionsgef as durchmischen und 
abzentrifugieren. Das Volumen des fertigen Reaktionsansatzes 
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vor der Lagers tabilmachung betragt 50 pi. Die 
Schlusselkomponente fur den Start der PCR ist die entsprechende 
Template-DNS. Fur 25- oder lOOpl-Ansatze mussen die Volumina 
der Einzelkomponenten porportional geandert werden. 

b) Lagers tabilmachung der PCR-Gemische durch Gefriertrocknung 
(Lyophilisation) 

Entsprechend AusfQhrungsbeispiel lb) . 

c) Rakonstituierung und PCR 

Die lyophilisierten Reaktionsgeinische werden auf Eis gestellt 
und in 48 pi Milli-Q-H,0 aufgelost. Die getrockneten Rucks tande 
losen sich sofort in Wasser auf. Danach erfolgt die Zufgabe von 
2 pi Template-DNS-L6sung (5-50ng/pl) . Durch vorsichtiges Auf- 
und Abpipettieren wird der Reaktionsansatz durchinischt . Der 
rekonstituierte Reaktionsansatz wird direkt vom Eisbad auf ein 
vorgeheizten Thermocycler (94°C) Qberfuhrt. Es folgt ein 2-4 
minutiger Denaturierungschritt , dann wird je nach Anwendung 
eines der beiden PCR-Programme gestartet: 

RAPD-PCR: 94 °C 20 sek. Long-Range PCR: 94 °C 

10 Sek. 

37°C 30 Sek. 65°C 20 Sek. 

72°C 60 Sek. 68°C 10 Min. 

3 5 Zyklen 25 Zyklen 

i.Jeweils lOpl des Reaktionsgemisches werden nach Beendigung 
des Programmes auf 0.8% TAE-Agarosegel aufgetragen und 
elektrophoretisch analysiert. 
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Legende zu den Abbildungen 



Abbildung 1. DHFR-Syntbeseausbeute in unbehandelten 
Reaktionsgemischen bei verschiedenen Trehalosekonzentrationen 
zum Zeitpunkt dor maximalen Produktakkuraulation (2b), gatestet 
ait mit verschiedenen Weizenkeimextrakten. 

a)Auf der Basis von hochaktivem Weizenkeimextrakt (Lysat SL, 
weifce Balken) und zellfreiem Extrakt aus weniger aktiven 
Weizenkeiznen (Lysat JB, schwarze Balken) wurden 2 Serien von 
DHFR-Translationsreaktionen (50pl, 2\ig DHFR-mRNA) angesetzt 
mit steigenden Trehalosekonzentrationen. Nach 2 Stunden 
Synthesedauer der in-vitro Translation bei 25°C wurde die 
maximale Produktkonzentration im Reaktionansatz erreicht 
(siehe Translationkinetiken in Abb. 6a) . Die Produktausbeute 
(DHFR-Aktivitat) steigt mit wachsender Trehalosekonzentration 
und erreicht bei 10% (M/Vol) sein Maximum. FQr beide 
Weizenkeimextrakte liegt die optimale Trehalosekonzentration 
bei 10% trotz verschiedener Translationsakitivitat . Beim 
schwacher aktiven Lysat fallt eine Verschiebung der 
Konzentrationsabhangigkeit zugunsten hoherer 

Trehalosekonzentrationen (12,5% und 15%) auf . 



Abbildung 2a. * Enhancer ' -Effekt der Trehalose bei der in-vitro 
Translation verschiedener nRNA's in unbehandelten 
Reaktionsgemischen . 

Bestimmung der Produktausbeute (saurefallbare RadioaktivitSt ) 
in SOpl-Translationsreaktionen mit 3 ausgewahlten mRNA's mit 
und ohne Trehalosezusatz . Zur radioaktiven Markierung des 
Translationsproduktes Wurden pro Reaktion jeweils lyl ['*SJ- 
Methionin (15 pmol = 349.440 cpm) eingesetzt. Zu Messung des 
saurefallbaren markierten Translationproduktes wurden nach 2 
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Stunden dem Reaktionsgemisch 2pl entnommen. Folgende 
Modellproteine wurden untersucht: 

- humanes Calcitonin (120 bp, 0.25yg)< 

- Obelin (700 bp, 0.25ng), 

- E.coli DHFR (500 bp, 0.25pg). 

Die Translationsreaktionen mit [ J> S] -Methionin-Markierung wurden 
bei einer unterkritischen RNA-Konzentration durchgegiihrt . Bei 
hohreren RNA-Konzentrationen erreichte die Synthese bereits 
nach 15 Minuten Inkubation ihren S3 ttigung spunk t aufgrund der 
limitierenden Methioninkonzentration im Reaktionsansatz . 



Abbildung 2b. Demonstration des posit iven Trehaloseof f ektes in 
unbehandelten radioaktiven Translationsassays mit [ W CJ -Leucin- 
Harkierung verschiedener Modellproteine. 

Vergleich der Produktausbeute (sauref allbare Radioaktivit&t ) in 
50pl -Translationsreaktionen mit und ohne Trehalose. Zur 
radioaktiven Markierung des Translationsproduktes wurden pro 
Reaktion jeweils 4pl [ U C] -Leucin (624 pmol = 349.440 cpm) 
eingesetzt. Zu Messung des sSuref allbaren markierten 
Translationproduktes wurden nach 3 Stunden dem Reaktionsgemisch 
5pl entnommen. Folgende Modellproteine wurden verglichen: 
humaner Elongationsfaktor 2 (hEF 2, 300 bp, 2 . 0pg RNA) , ein 
Oligomerkonstrukt des antibakteriellen Peptids Cecropin A 
(Cecropin A-7-mer, 2.5pg RNA), Obelin (700 bp, 2 . Opg RNA), 
E.coli DHFR (500 bp, 1 . 5pg RNA). 

Abbildung 3. Vergleich der Wirkung bekannter Stabilisatoren auf 
die DHFR in-vitro Translation in unbehandelten und 
rekonstituierten gef riergetrockneten Reaktionsgemischen. 

Zwei Serien von DHFR-Translationsreaktionen wurden unter 
Standardbedingungen (50pl, 2pg DHFR-mRNA, 2 h, 25°C) 
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ZO 

durchgefahrt mit jeweils 10% m/vol Enkonzentration der 
ausgewahlten Zucker. Die erste Serie (weifie Balken) von 
Translationsreaktionen bestand aus unbehandelten 

Reaktionsgemischen, die unmittelbar vor dem Start der in-vitro 
Synthese aus den Einzelkomponenten- zusairanengemixt wurden. F<lr 
die zweite Versuchsserie (schwarze Balken) wurden komplette 
Reaktionsgemische hergestellt, die zun&chst gef riergetrocknet 
wurden und dann fiir die Synthese in 48ul Bidest Wasser 
rekonstituiert wurden. Zur Kontrolle fiir den Vergleich der 
Translationsausbeuten (DHFR-Aktivit:3t ) wurde eine DHFR- 
Translationsreaktion in einem Standardreaktionsgemisch ohne 
Zuckerzusatz durchgefiihrt . Die DHFR-Aktivitat wurde aus jeweils 
10pl eines Reaktionssansatzes bestimmt. 

Abbildung 4. Vergleich der DHFR- Synthese ausbeute in 
rekonstituiert en Trans 1 at ions reaXt ions gemischen mit 

verschiedene Trehalosekonzentrationen. Bestimraung der 

optiznalen Trehalosekonzentration fdr die Lager stabilmachung, 

Nach 3 Stunden Synthesedauer bei 25°C wurde die maximale Menge 
des sauref ailbaren radioaktiv-markierten Translationsproduktes 
erreicht (siehe Translationkinetiken in Abb. 3). Wie bei dem 
vorangegangenen Experiment konnte die hdchste Produktausbeute 
bei 10% (M/Vol) Trehalose erreicht. Eine hdhere Konzentration 
(15%) inhibiert die Translation. Die Reduktion der 

Translationsausbeute bei Trehalosekonzentrationen <10% im 
Vergleich zur Kontrollreaktion (unbehandeltes 

Translationsgemisch ohne Trehalose, nicht gef riergetrocknet) 
ist eher auf die ungenugende Stabilisierung des 
trans lationsaktiven Weizenkeimlysats wahrend der 

Gef riertrocknung zurttckzufiihren. 
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Abbildung 5a: EinfluB der Trehalose auf die Performance von 
RAPD-PCR-Assays 

RAPD-PCR mit einem 10-mer Zufallsprimer und Insekten-DNA in 
unbehandelten Reaktionsgemischen nit verschiednen 

Trehalosekonzentrationen. Die RAPO PGR wurde unter 
Standardbedingungen mit 250 ng genomischer DNA aus Aeshna cynea 
durchgefQhrt. Die Zugabe von Trehalose reduziert den 
unspezifischen Hintergrund, erzeugt durch Falschamplifikate, 
und verstarkt mit zunehmender Konzentration die Amplifikaion 
der l&ngeren polymorphen DNA-Fragmente (> 2kb). 
Spur 1: RAPD-PCR im Standard-PCR-Puf f er [50mM Tris-HCl (pH 8.3 
at 25*C)-50mM KC1-0.1% Triton 100]. 

Spur 2: RAPD-PCR in Tris— PCR-Puf f er II [50mM Tris-HCl (pH 8.8 
at 25 # C)-16mM (NH4)2SO4-0.01% Tween 20 J. 

Spur 3-5: RAPD-PCR in Tris-PCR-Puf f er II angereichert mit 2.5%, 
5%, und 10% v/w Trehalose. 
Spur 6: DNA 1 Kb Ladder. 

Abbildung 5b: Trehaloseef fekt in unbehandelten PGR- 
Reaktionsgemischen 

Amplification eines 98 bp Fragmentes aus dem Cyctischen 
Fibrosisgene unter Standardbedingungen. Die Zugabe von 
Trehalose in unbehandelte Reaktionsans&tze reduziert 
konzentrationsabh&ngig den unspezifischen Hintergrund (falsche 
Amplifikate bis 2kb). 
Spur 1: DNA 1 Kb Ladder. 

Spur 2: PCR im Standardreaktionsgmisch ohne Trehalose. 
Spur 3: PCR in der Gegenwart yon 5% Trehalose, 
Spur 4: PCR in der Gegenwart von 10% Trehalose. 

Abbildung 5c: Kffekt der Trehalose auf die Long -Range-PCR in 
Tr is-HCl-Reakt ionspuf f era • 

Long Range-PCR von einem 20 kb lDNA-Fragment in unbehandelten 
Reaktionsgemsichen mit verschiedenen Tris-HCl Reaktionspuf fern 
mit und ohne Trehalose unter Verwendung eines artifiziellen 
Knzymgemisches (Taq-DNA-Polymerase , Pf u-DNA-Polymerase , inorg. 
Pyrophosphatase). Die Zugabe von 10% w/v Trehalose ist 
notwendige und hinreichende Bedingung fttr die Amplif izierung 
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des spezifischen DNA-Fragmentes unter den beschriebenen 
Bedingungen . 

Spur 1: LR-PCR im Standard-PCR-Puf fer( Tris-HCl/KCl/Triton X100 
pH 8.3). 

Spur 2: LR-PCR in Tris-HCl/(NH4)2S04/Tween 20 (pH 8.8). 
Spuren 3-5; LR-PCR in kommerziellen Tr is-HCl-Reakt ions- 
puff ern. 

Spur 6: High molecular weight DMA-Marker 9-48 kb (GIBCO BRL) . 
Spuren 7-11: Die gleichen ReaktionsansStze wie in Spur 1-5 , 
aber nit 10% Trehalose. 
Spur 12: DNA 1Kb Ladder (GIBCO BRL). 

Abbildung 6. Versuche zur Lang zeitstabil itfi t von 
gefriergetrockneten Translationsassays. 

SOMl-Translationsreaktionsgemische , komplett mit alien 
Konponenten bis auf die DHFR-mRNA wurden nach den bekannten 
Bedingungen gefriergetrocknet und lichtgeschtttzt bei zwei 
verschiedenen Temperaturen gelagert. Kach verschiedenen 
Zeitabst&nden wurden Translationsreaktionen unter den 
Standardbedingungen durchgefflhrt (50/il/ 2jig DHFR-mRNA, 2 h, 
25 # C) und die DHFR-Aktivit&t bestimnt. FQr die 
Translationreaktionen wurde inner die gleiche mRNA-Prfiparation 
verwendet, urn ausschlieBlich die Abhangigkeit der 

TranslationsaktivitSt der lyophilisierten Reaktiongemische von 
der Lagertenperatur und Zeit zu bestinmen. 
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1. Verfahren zur Herstellung komplexer multienzyraatischer 
lagerstabiler Reaktionsgemische dadurch gekennzeichnet , daB 
native oder artifizielle enzymatisch aktive Proteingemische mit 
Reaktionskomponenten und einem Stabilisierungsmittel , welches 
einerseits die Reaktionsf&higkeit des multienzyraatischen 
Systems erh6ht und welches andererseits instabile 
Reaktionskomponenten vor dein Verlust ihrer biologischen 
Aktivit&t bzw. ihrer biologisch aktiven Struktur w&hrend der 
Lagers tabilmachung und Lagerung schtitzt, in wfiBriger L6sung 
kombiniert werden und anschlieBend durch Gefriertrocknung in 
einen bei (T-10*C lagerstabilen Zustand Oberftihrt werden , wobei 
die Nenge des Stabilisierungsmittels, die zur Erhohung der 
enzymatischen Aktivitfit des Reaktionsgemisches fOhrt, 
equivalent zu der Menge ist, die f<lr die Lagerstabilmachung des 
komplexen multienzymatischen Reaktionsgemisches bendtigt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet, dafi man 
als native enzymatisch aktive Proteingemische Zellextrakte, 
Zellysate oder Fraktionen aus diesen einsetzt. 

3* Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man 
als artifizielle enzymatisch aktive Proteingemische eine 
Kombination aus vorgereinigten Einzelenzymen, Cofaktoren und 
gegebenenfalls Strukturproteinen einsetzt, die gegebenenf alls 
verschiedener Herkunft sind. 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB man als Reaktionskomponenten enzymatische 
und nichtenzymatische Kofaktoren, Enzymsubstrate, Nukleotide 
und Nukleoside oder deren Oligoroere, Proteine, Peptide, 
Thiol verbindungen, RNS , DNS und gegebenenfalls Derivate jeder 
der obigen Substanzen einzeln oder in Kombination einsetzt. 

5. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Stabilisierungsmittel ein Zucker ist, 
mit einer Konzentration von 8-12% (M/Vol) in w§Briger Ldsung 
ist. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , da8 der 
Zucker Trehalose ist. 

7. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daS eine Vakuumtrocknung der multienzyroatischen 
Reaktionsgemische bei Raumtemperatur in einer handelsttblichen 
Lyophilisationsanlage in einer Zeitspanne von 3*4 Stunden 
durchgefiihrt wird . 

8. Verfahren Verfahren nach Anspruch 7 , dadurch gekennzeichnet, 
daB die Reaktionsgemische unmittelbar vor der Vakuumtrocknung 
in fltissigem Stickstoff Oder gegebenenfalls in einem 
Trockeneis/Alkoholbad eingefroren verden. 

9. Verwendung der komplexen multienzymatischen lagerstabilen 
Reaktionsgemische nach einem der Ansprttche 1 bis 8 f(ir die 
Synthese, Modif izierung oder Analyse von Polypetiden Oder 
Nukleins&uren nach Rekonstitution in Wasser, wobei jeveils eine 
oder mehrere spezifische SchlOsselkomponenten hinzugegeben 
werden • 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Schldsselkoraponenten radioaktiv- bzw. nichtradioaktiv-markierte 
Aminos&uren oder deren entsprechende aminoacylierten tRNS- 
Molekule, radioaktiv- bzw. nichtradioaktiv-markierte Nukleotide 
oder gegebenenfalls deren Derivate oder Oligomere, natiirliche 
oder artifizielle Boten-RNS, DNS verschiedenen Ursprungs oder 
Kombinationen aus den obigen Substanzen sind. 

11. Verwendung nach Anspruch 9 oder 10 fiir die zellfreie 
ribosomale Proteinbiosynthese und gegebenenfalls fur die 
posttranslationale Modif ikation von Peptiden, Polypeptiden und 
Proteinen. 

12. Verwendung nach Anspruch 9 oder 10 fiir die Replikation, 
reverse oder nichtreverse Transkription, gegebenenfalls nach 
Anreicherung oder Modf if zierung von Nukleinsauren in-vitro. 
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